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(54) Precede de biosynthese du xyiitol. 



(57) L'invention a pour objet un proc6de de production du 
xJUtol a partir de D-xylose par action de la souche de Candida 
perapsilosis ATCC28474. caract6ris6 en ce qu'il comprend les 
etapes consistant a : 

1. cultiver un inoculum de 2 a 5.10" cellulesAml de C 
parapsitosis ATCC28474, en aerobie. a une temperature de 25 
8 35 °C, pendant te temps necessaire a la consommation du 
sucre. a un pH maintenu dans la gamme de 3.8 a 5A dans un 
— fermenteur contenant : soit un milieu synthetique comprenant 
Jf 30 a 100 g/l de D-xylose. 2 a 10 g/l de KHjPO* 1 a 5 g/l de 
^ (NHJ£0<. et 0,1 a 1 g/l de MgSO* 7H,0. soit un hydrorysat 
I de matieres premieres vegelales comprenant 50 a 80 g/l de 
D-xyiose. en presence de 0.5 a 3 g/l d'extrait de levure. dans 
Ui des conditions d'aeration et d'agitation assurant un apport en 
^ oxygene tel que la bioconversion du D-xylose en xyiitol soit 
U> sssuree, sans permettre la reutilisation du xyiitol par la levure. 
_ et 

~7 2. isoler le xyiitol a partir du milieu de culture. 

Application a la biosynthese industrielle du xyiitol. 
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L' invention a pour objet un procede industriel 

de tolosynthese du xylitol. 

5 Le xylitol est un sucre-alcool 4 cinq atomes de 

carbone. de formule brute C 5 H 12 0 5 . obtenu essentielle- 
■ent par reduction du xylose. 

Tres voisin du saccharose par son pouvoir su- 
crant et sa valeur alimentaire. cet edulcorant possede 

10 certaines proprietes physiques. chimiques et biochi.i- 
Q ues Qui justifient V1nt*r.t que les hygiemstes et 
dieteticiens lui accordent depuis environ dix am. no- 
t—nt son inactivity vis-a-vis des P™ MUSd - 
.ation de la carie dentaire et son metabolisme indepen- 

15 d.nt de 1'insuline. ce qui Permet son utilisation par 

les diabetiques. 

II convient egalement de noter son inertie chi- 
.ique vis-a-vis de la reaction de Halliard. En effet ne 
possedant pas de groupement carbonyle reducteur. il ne 

20 peut riagir avec les acides amines pour donner des pro- 
dults bruns. De plus, s'agissant d'un monosaccharide. ,1 
ne peut. contrairement au saccharose, subir une aver- 
sion ce qui autorise son emploi en milieu acide. sans 
risque d'altaration. Enfin. sa temperature d'ebullition 

25 oe 95'C Peut »tr. .tt.int. sans din.tur.t1on ce qui 
presente Vavantage important de n'avoir pas a le dis- 
soudre dans Veau. par exemple pour Vutiliser dans des 

enr ° ba96 Le xylitol existe a T.Ut naturel dans de nom- 
30 breux fruits et 16gumes. mais a des concentrations tel- 

Ze»t Taibles que son extraction . partir de telles 

sources ne peut etre envisagee au plan Industrie!. 

Compte tenu de cette impossibility d'obtenir 

industriellement du xylitol par extraction, on s est 
„■ dresse 4 sa synth.se a partir d'un produit facilement 
" Iccls^ble. le xylose qui Peut lui-m 6 me Stre obtenu 
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aisement 4 partir de produits naturels. 

L'obtention du xylitol est basee sur la trans- 
formation, en quatre etapes. des xylanes de la mature 
vegetale. selon le schema general suwant : 

- hydrolyse des matieres premieres : 

- purification de l'hydrolysat pour obtenir du 

xylose pur : 

- hydrogenation du xylose en xylitol ; et 

- cristallisation du xylitol. 
II est en principe possible d'obtenir le xylitol 

par reduction du xylose selon trois voies differentes. a 
savoir la voie chimique. la voie biochimique et la voie 

btologique. t x . . ^ 

La V01 e chimique consiste en une hydrogenation 

15 catalytique des "complexes sucre" . Ell. Peut etre rea- 
Usee par le borohydrure de sodium, ou plus classique- 
ment par le nick.l de Raney. dans des conditions de 
temperature et de pression variables d'une technique a 

Selon la voie chimique. quelle que soit la 
technique p.rtlcullir. utilis.e. en fin de ruction on 
est en presence d'un melange de polyalcools dont le 
xylitol. en proportion plus ou moins elevee. doit etre 
.xtr.it. Actuellement. on ne dispose pour ce faire que 
25 de techniques lourdes a mettre en oeuvre telles que la 
chromatographie suivie d'une cristallisation 

Les specialistes en ce domaine ont done, depuis 
puelques annees. conscience de V interet qu'il y .ur.it 
dlvelopper une technique industrielle d^hydrogena 10 
30 selective du xylose en xylitol. On a pour ce faire eu 
] Ze d-avoir recours a des procedes biochimiques ou 

bi0l09lqU L r s ' proems biochimiques n^ont pu Jusqu-> 
present etre developpes en raison notamment des doutes 
„ qu existe quant a la securite de 1 ■ util isation 
35 "enzymes pour la fabrication de produits industries 



20 
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destin6$ a l'usage alimentaire. 

Les procedes biologiques devraient pouvolr ap- 
porter une solution satisf aisante aux problemes inhe- 
rents aux autres techniques, tels que reduction non 
5 selective des sucres dans les procedes chimiques et 
Incertitudes quant a la securite des procedes biochimi- 
ques. 

L'hydrogenation des sucres en alcool par voie 
\ biologique presente une specificite marquee. Ainsi. par- 
10 tant d'une solution heterogene de sucres. on peut envi- 
sager de ne reduire que le xylose ou xylitol. les autres 
.sucres restant inchanges. La purification ulterieure du 
xylitol s'en trouvera considerablement siraplifiee. 

On savait que certaines levures cultivees sur un 
15 milieu contenant du D-xylose corame sources de carbone et 
d 'anergic produisent du xylitol comme produit secondaire 
metabolique. Partant de cette connaissance. on a eu 
l'idee. de rechercher des souches naturelles ou mutantes 
de levures qui. au lieu'de rethanol. seraient capables 
20 de produire. au moins dans certaines conditions, princi- 
palement. ou si possible exclusivement. du xylitol a 

partir de 0-xylose. 

C'est ainsi que Cheng-Shung GONG et coll. ont 
presente dans Biotechnology Letters. 2121. 130-135 

25 (1981) une souche mutante de Candid trOPicaliS capable 
de produire. de maniere quantitative, du xylitol a par- 
tir de D-xylose. D'apres les resultats annonces, cette 
souche permet de convertir en xylitol 96 % du D-xylose 
consomme, lorsqu'elle est cultivee en aerobie dans un 

30 HUM YME (Yeast = levure. Malt. £xtract-peptone = ex- 
trait de peptone) contenant du D-xylose. Le milieu en 
question est en fait tres riche puisqu'il contient 3 g/1 
d'extrait de levure. 3 g/1 d'extrait de malt et 5 g/1 
de peptone. Les resultats annonces ont ete obtenus sur 

35 100 ml et le niveau d'ensemencement ainsi que les con- 
ditions d'aeration ne sont pas precises. 
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Aucune indication n'est donnee quant aux possi- 
bilites d'une eventuelle transposition de cette produc- 
tion en erlenmeyer de 250 ml A une production Indus- 
trie!^ De toute facon. a supposer meme qu'une telle 
transposition soit possible, la richesse du milieu 
utilise interdirait toute exploitation industrielle 
rentable. De plus. 11 est a craindre que Vutilisation 
d-une souche mutante ne se heurte a des interdictions 

administratives. 

S'interessant toujours au probleme de la con- 
version biologique du 0-xylose en xylitol. GONG et coll. 
ont examine vingt souches de teMite appartenant a onze 
esp*ces differentes. Les resultats de leur «tud< . .ont 
resumes dans Biotechnology and Bioengineering 21. 85-10Z 
(1983) II y est indiqu* que les bons producteurs de 
xy Uto\ sont — 1^ ^,. w no«1i ATCC28474 et les cinq 
souches de Cnnl^ tropicalis testees. 

Ui encore, le milieu de culture utilise est 
tres riche (Cast le mfime que precedemment) . Son volume 
20 est encore plus faible (10 ml) et les conditions de- 
ration ne sont pas precis.es . Au surplus . V inocu lum 
utilise est tres important (1 a 3.10 8 cellules/ml), ce 

_ _ A n4.~ Mr, nronsration 06 



15 



be caw oi "»i . . 

qui exclut. compte tenu des coQts de preparation de 
Vinoculum. toute transposition industrielle rentable a 
, 5 supposer meme qu'elle soit techiquement possible, les 
etapes du procede n'etant pas indiquees. 

Par la suite Li-Fu CHEN et Cheng-Shung GONG ont 
et udi 6 la possibility d'obtemr du xylitol par vole bio- 
l0 gique. a partir d' hydrolysats de canne a sucre. Dans 
30 rnal of Food Science paaes 226-228 C 1985) is 
decrivent Vutilisation d'une souche non identify. 
r, ^*> . D R-22 . "acclimatee- aux hydrolysats d'hemicel- 
^f^endement par rapport au xylose consomm, est 
satisfaisant (91.9 *>. Toutefois . le mi 1 ieu de culture 
35 utilise est non seulement additionne de glucose (30 g/1) 
et d'arabinose (47 g/1) n.ais comprend en outre une forte 
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proportion de produits coOteux (extra-it de levure : 
3 g/r : malt : 3 g/1 ; peptone : 5 g/l>. Les conditions 
de mise en oeuvre du procede sont ici mieux precisees 
sais oh constate ainsi que trois corrections de pH suc- 

5 cessives (10. 4 et 6) et une centrif ugation sont neces- 
saires. Enfin la taille de Vinoculum utilise (4.10 
cellules/ml) est telle qu'il est impensable de Tappli- 
quer industriellement. En conclusion, il ne peut etre 
envisage de transposer au plan industriel ce procede 

10 realise ici sur 20 ml de milieu dans un erlenmeyer de 
; 50 ml. 

Ainsi done, les essais realises jusqu'a ce jour 
en laboratoire pour transformer le D-xylose en xylitol 
par voie biologique. bien que montrant qu' une telle 
15- transformation quasi-selective est possible, n'ont pas 
permis la mise au point d'un procede utilisablea 
: l'echelle industrielle. 

Selon V invention, on a trouve qu'il etait pos- 
sible, grace a" une combinaison appropriee de parametres 
20: determinant les conditions operatoires. de produire du 
xylitol a l'echelle industrielle. a partir d'un milieu 
nature 1 ou synthetique peu coOteux. contenant du D-xy- 
lose. en utilisant la souche de funding pqrflpsi 1QS1.S 
ATCC28474 pour la byconversion de ce D-xylose en xyli- 

25 tol. „ 
Ainsi l' invention a pour objet un procede de 

production du xylitol a partir de D-xylose par action de 

la souche de mntlitlfi ^n.noais ATCC28474. caracterise 

en ce qu'il comprend les etapes consistant a : 

30 cultiver un inoculum de 2 a 5.10 cellu- 

le6 „l de r n^rapsilosis ATCC28474. en aerobie. a une 

: temperature de 25 a 35»C. pendant le temps necessaire a 

; la consommation du sucre. a un pH maintenu dans la gamme 

de 3.8 a 5.4. dans un fermenteur contenant : 

35 soit un milieu synthetique comprenant 

- 30 a 100 g/1 de D-xylose. 
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2 a 10 gn de kh 2 po 4 . 

1 a 5 g/l de (NH 4 ) 2 S0 4 . et 

- o.i a i g/i d e M s S0 4- 7H 2° 

sou un hydrolysat de matieres premieres vfegeta- 
5 les comprenant 50 a 80 g/l de D-xylose. 

en presence de 0.5 a 3 g/l d'extrait de levure. 
dans des conditions d'aeration et d'agitation 
assurant un apport en oxygene tel que la byconversion 
du D-xylose en xylitol soit assuree. sans permettre la 
10 reutilisation du xylitol par la levure. et 

2-. isoler le xylitol a partir du milieu de 

culture ♦ 

L-inoculum utilise selon V Invention, de l'ordre 
de 10 6 cellules/ml. est nettement plus faible que ceux 
15 utilises selon Vart anterieur (de l'ordre de 10 et 10 
cellules/ml. respect wement) . 11 est avantageusement de 

3 10 6 cellules/ml. 

La temperature de culture et de byconversion 
peut etre choisie dans la gamme de 25 a 35'C et se situe 
20 de preference dans la gamme de 27 a 32'C ; des r6sultats 
particulierement avantageux ont ete obtenus a 30'C. 

La duree de la culture qui se situe le plus ge- 
neralement entre 50 et 200 h. depend essentiel lement de 
la quantum de xylose a convertir : la fin de la reac- 
25 tion peut fitre aisement determine par 1'homme du metier 
grace a des prelevements reguliers d" echanti Hons . 

Selon 1 ' invention, on n'effectue pas de correc- 
tions de PH successives au cours de la mise en oeuvre du 
procede. Une correction initiale est effectuee si neces- 
30 saire. par exemple pour regler le P H a 4.5 et une cor- 
rection continue, pour le maintenir a V inter ieur de la 
gamme de 3.8 a 5.4 et de preference a la valeur dennie 
au depart, par exemple 4.5. est effectuee au moyen d un 
systeme usuel de regulation du pH. 
35 Les hydrolysats de matieres premieres vegetales 
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qui peuvent etre utilises selon 1 ' invention peuvent pro- 
venlr de matleres riches en xylanes d'origines tres va- 
rlees (bois. graines et enveloppes notarament). II peut 
s'aolr par exemple d' hydrolysats de mals. de sorgho ou 
de tout autre hydrolysat d'origine vegetale. riche en 
D-xylose. Ces hydrolysats peuvent etre obtenus de raanie- 
re classique. bien connue de Thomme du metier, par hy- 
drolase chinique. notamment par Tacide sulfurique ou 
l'acide chlorhydnque. par exemple selon le precede 
Bergius-Rheinau decrit dans les brevets US 2 917 390 et 
2 989 569. 

Quel que soit le milieu de culture utilise, mi- 
lie* synthetique ou hydrolysat. on Vadditionne d'ex- 
trait de levure. qui a un effet important sur les rende- 
15 aents et les vitesses de reaction, mais en une quantite 
noderee. limitee dans la majorite des cas a 1 g/1. 

II est interessant de noter que contrairement 
aux procedes de Tart anterieur. le procede selon Tin- 
; vention ne requiert la presence ni d'extrait de malt, ni 

20 de peptone. 

Afin d'economiser le D-xylose et d'augmenter sa 

conversion en xylltol on peut. selon un mode avantageux 
de ■ise en oeuvre du procede selon V invention, effec- 
tuer la culture et la bloconverslon sur un substrat car- 
25 bone mixte contenant notamment du glucose. 

Avantageusement. ce substrat carbone mixte. dans 
un ailieu synthetique, est constitue de : 

- 90 a 95 X de xylose, et 

- 10 a 5 X de glucose. 

Dans ces conditions, la croissance de la levure 
a lieu essentiellement aux depens du glucose et le xylo- 
se est converti en xylltol dans un stade ulterieur a la 
phase de croissance active. 

L'utilisation d'un substrat carbone mixte permet 
35 aussi de valoriser au mieux les hydrolysats de produits 
naturels. heterogenes dans leur composition glucidique 



30 
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(xylose 80 a 90 X ; glucose 10 a 20 X. par exemple). 

Les conditions d'agitation et d'aeration optimum 
sent liees entre elles d'une part, et dependent de la 
structure du fermenteur utilise, d'autre part. Elles 
5 peuvent etre ais6ment determinees par l'homme du metier 
sur la base de ses connaissances generales en la matie- 
re par des essais preliminaires. 

En tout etat de cause, elles doivent etre telles 
qu'il n'y ait dans le milieu ni carence en oxygene qui 
10 bloquerait la synthese du xylitol. ni exces d'oxygene 
qui favoriserait la reuti 1 isation du xylitol par la le- 
vure. diminuant ainsi la production du xylitol. 

Bien que des conditions deration et d'agita- 
tion applicables a tous les fermenteurs ne puissent etre 
15 precisees. on peut indiquer que dans la plupart des cas 
1e s conditions optimales d'aeration seront de 0.25 a 
0 45 volume d ' air/volume de 1 iquide/minute (ou vol. 
d : air/vol. liq./min. ou encore vvm) et les conditions 
optimales d'agitation seront de 200 a 500 tr/min. 
20 E n fin de bioconversion . le xylitol est isole du 

mineu de culture en mettant en oeuvre un procede clas- 
sique d'extraction-purification. comme par exemple celui 
decrit dans le brevet G8 1 532 101. 

Les effets de Iteration sur la productive en 
25 xylitol de la faction et le rendement de la conversion 
sont illustras dans le tableau I de la partie experi- 
mental qui suit. 

Selon un mode avantageux de realisation, le 
precede selon V invention est mis en oeuvre selon un 
30 -decouplage- partiel entre la croissance de la levure et 
la reaction de conversion du xylose en xylitol . ce qui 
conduit i un proced* de production p„ - cultures succes- 



d U 1 1 K 1 v^ 6UV r . 

sives permettant d'obtenir des biomasses plus _1"P» r *»; 
35 montre les gains ainsi realises, en termes de rendement 



tes. Le tableau III de la partie experimental qui suit 

mont 

et de productivity. 
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Le tableau IV de la partie experimental qui 
suit montre que. le xylitol n'a pas d'effet inhibiteur 
sur sa propre production. Par consequent, selon un node 
avantageux de realisation de Tinvention. le procede est 
5 Bis eh oeuvre avec un apport programme de substrat. 
c'est-a-dire selon le mode dit "fed-batch". 

Le procede selon Tinvention peut avantageuse- 
ment etre mis en oeuvre dans un fermenteur de 200 a 
10 000 litres, comprenant essentiel lement une cuve munie 
10 d'une ouverture a la partie superieure. d'un systeme de 
vldange a la partie inferieure. d'un systeme de remplis- 
• sage commande par une horloge ou un micro-ordinateur . 
avec eventuellement un capteur multistage permettant des 
apports successifs de milieu, d'un systeme de double 
15 regulation du pH par un acide et une base, d'un systeme 
de regulation de la temperature interne, d'un systeme 
d' aeration, d'un systeme d'agitation et d'un dispositif 
de mesure de Toxygene a Tinterieur de la cuve. 

La description qui suit d'exemples de realisa- 
20 tion de Tinvention est destinee a Tillustrer et mieux 
Texpliquer. sains en limiter aucunement la portee. 
p ftnn »pg a^nerales 
. Dans les etudes decrites ci-apres. les differen- 
tes valeurs donnees dans les tableaux sont calculees 
25 ; comme suit, a partir des dosages effectues sur des pre- 
levements : 

- rendement R x en biomasse, X : g/1 

30 x f inal" X init1al 

p _ . (g/g) 

X Xylose 1nUial -Xylose final 
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- rendement R p en xylitol : 

Xylitol final -Xylitol 

initial 

R = _ (9 / 9 ) 

5 Xylose 1nitia1 -Xylose f1nal 

- productivity ou Vitesse moyenne de production du 
xylitol : 

10 Xylitol nn * al 

p = (g/l/h) 

Temps de reaction 

Note 1 : les masses de xylitol et de xylose sont en g/1 

15 Note 2 ■ les calculs de rendements sont effectues sur 
"substrat carbon* seul , on peut en ^et -egliger 
dans le bilan la part de V .xtr.lt de levure apporte . 1 
Jn dans tous les exemples de cette partie exp^men- 

20 t3le " cci demarque cette etude des travaux cites en 
reference ou des substrats autres que le sucre et appor- 
n quantum non nSgngeables (15 g/1 de peptone^ 
.xtr.lt de malt, extrait de levures...) sont cependant 
negliges dans V etabl issement des rendements. 

! rr r » *~ r»*r iit ir rrnf" *• t 

; lin r Hf^' M " nro^tivi- . 

Les conditions experimental sont les suivan 



25 
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- fermenteur de 2 ou de 20 1 

- milieu synthetique compose de 



- D-xylose 

- KH 2 P0 4 
35 " <NH) 2 S0 4 



50 g/1 
5 g/1 
2 g/1 



HgS0 4 , 7H 2 0 : 0,4 g/1 
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- extrait de levure : 1 g'l (provenant de la 

soci«t* bioMerieux) 

- inoculum : 3.10 6 cellules/ml de £aji<LL(ia 

m »«>«i1osis ATCC28474 

■ . p H -.4.5 (corrige initialement par de 

Vacide orthophosphorique et regule en continu par 
addition d' amnion iaque a 5X) 

- temperature : 30* C 

- agitation : 250 tr/min. 
Les resultats obtenus en faisant varier Vaera- 



10 



tion sont resumes dans le tableau I qui suit, 



15 



20 



25 



TABLEAU I 
pff f t rlP y aeration 



30 



Aeration 
(vvm) 


Rendement en 
xylitol (g/g) 


Productivity 
(g/l/h) 


0 

0.2 
0.3 
0.4 
0.5 
0.7 
1 . 


Pas de fermentation 

0.66 O' 24 
0.65 °- 31 
0.67 <^ 32 
• 0.52 °- 20 
0.5 °' 18 
Fin de la fermentation apres 55 h 




(arret de la 


reaction do a 




une aeration excessive) 


. 11. E 


, fft vutmnin"" ri '" n ^"^tm carbon* 



35 



Des etudes effects, d'une part, sur un subs- 
trat synthetique contenant 50 g/1 de D-xylose et d au- 
tre part, sur un substrat synthetique contenant 43 g/l 
de 0-xylose et 7 g/l de glucose, les autres composants 
■ilieu etant les memes et dans les memes proportions 



du 
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ou'indique sous I. ont montre que Von pouvait aneliorer 
a la fois le rendement et la productivity de la reactnon 
de conversion du xylose en xylitol. 



10 



15 





Rendement xylitol/ 
xylose (g/g) 


Productivity de 
synthase du xylitol 
(g/l/h) 


Culture sur 
xylose seul 


0.54 


0,31 


Culture sur 

substrat 

mxte 


0.58 


0.40 


III. 1 


FUK)§ r i a production on rnlturn MtW 



20 3*Ves : 



Apres une 



culture en discontinu ou en "batch". 



dans les conditions experimental decrites sous I des 
la fi „ de la reaction, on elinnne le nnlieu de culture 
et les cellules restent dans le fennenteur puis on 
25 complete avec du nnlieu de culture frais de composition 
7enti,ue. Apr.s *puisement du sucre. Vocation est 
renouvel^e. Dans 1 "experience decrite ici. cette opera- 
tion est renouvelee cinq fois. 

Les resultats obtenus sont assembles dans le 

30 tableau III qui suit. 
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TABICMJ III 

p r p<tiirtion fn riiltur P 'r '»tp» Ivps 'Batches CVCliQtieS* 



10 



cyclt 


1 


2 


3 


4 


5 


total 


■wyonn* 


Bur** .CM 


95 


66 


55 


53 


49 


318 




KtndMtnt d« 

xylitol (9/9) 


0.57 


0,59 


0.61 


0.63 


0.64 




0.61 


FUndMMCit dt 
•yntMlt 6m 

biomt* tg/g> 


0.13 


0.08 


0.07 


0.085 


0.07 




0.087 


Productivity 
<$/l/hl 


0,28 


0.48 


0.60 


0,60 


0.70 




0.53 
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IV. production fur milieu nature! 



Conditions 
20 - f ermenteur : 2 ou 20 1 

- milieu de culture : hydrolysat de sorgho 
obtenu par hydrolyse acide. concentration et filtration, 
comprenant 50 g/1 de xylose. 14 g/1 de glucose et 1 g/1 
d'extrait de levure ; 

25 - pH : 4,5 (corrig* en continu) : 

- enseraencement : 3.10 6 cellules/ml : 

- aeration : 0.3 volume d'air/volume de liqui- 

de/minute ; 

- temperature : 30*C. 

30 cans ces conditions, la productivity est de 

0.2 g/l/h et Ve rendement obtenu au bout de 72 h est de 
0,72 g de xylitol/g de D-xylose. 

V. ft^ f nrp ri'ef f^t inhihiteiir dn vvlitpl SUf S3 

35 pr9 Dlhe pr ftfluction 

Cette 6tude a 6t6 effectu6e dans les conditions 
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decrites sous I. mais avec des concentrations initiales 
de xylitol variant de 0 a 100 g/1. 

Les resultats obtenus sont rassembles dans le 

tableau IV qui suit. 

IABLEAU IV 

i nfirm hp 1 - ^.nrr^tion inifialP Pn xylitol sur le , 
prnrfuctivite . 



15 



20 



Concentration 
imtiale en 

xylitol (g/D 0 20 60 80 100 



Rendement en 

xylitol (g/ 9 ) 0.66 0.64 0.68 0.62 0.66 



Productivity 

C./l/h) 0.22 0.21 0.22 0.19 0.20 
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RFVFHPl fATI0NS 
1 Procede de production du xylitol a partir de 
^xylose par action de la souche de r i PW MHiPllHIU 
ATCC28474. caractSris* en ce ,«■ 11 comprend les etapes 
5 constant ^ ^ fc t ( , e-llulM/ . 

de f —ptosis ATCC28474. en a^robie. a une tem- 
perature de 25 a 35'C pendant le tiipi necessaire a la 
- consolation du sucre. a un P H maintenu dans la gamme de 
10 3 8 a 5.4. dans un fermenteur contenant : 
; ' soit un milieu synthetique comprenant 

- 30 a 100 g/1 de 0-xylose. 

2 a 10 g/1 de KH 2 P0 4 . 
. i a 5 g/1 de (NH 4 > 2 S0 4 . et 

- 0.1 a 1 g/1 de MgS0 4 . 7 H 2 ° 

son un hydrolysat de matieres premieres vegeta- 
ns comprenant 50 a 80 g/1 de 0-xylose. 

en presence de 0.5 a 3 g/1 d'extrait de levure. 

dans des conditions deration et d'agitation 
20 assurant un apport en oxyg*ne tel que la byconversion 
du D-xylose en xylitol soit assume, sans permettre la 
reutilisation du xylitol par la levure. et 

2V isoler le xylitol a partir du milieu de 

culture.^ la revendication 1. carac«- 

r1s * en ce que V inoculum est de 3.10 6 cellules/ml 

3 Procede selon la revendication 1 ou 2. ca- 
i ractaris*' en ce ,ue la temperature de culture et de 

reconversion est de 27 a 32'C de preference de 30 C 

4 Procede selorr Tune des revendications 1 a 
.3. c.racteris* en ce Que la duree de la culture est de 

50 t 200 h . 1* 

5 Procede selon Tune des revendications 1 a 

4 caracterise en ce que le P H est regie et maintenu a 
35 4.5 pendant toute la duree de la culture. 

6 Procede selon Tune des revendications 1 a 
5. caracterise en ce que Vhydrolysat de matieres pre- 
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mieres vegetales a ete obtenu par hydrolyse chimique. 

7. procede selon Tune des revendications 1 a 
6. caracterise en ce que l'extrait de levure est present 

a raison de 1 g/1- 

8 Procede selon Tune des revendications 1 a 
7 caracterise en ce que la culture et la bioconversion 
sont effectuees sur un substrat carbone mixte contenant 
de preference du glucose. 

9. Procede selon la revendication 8. caracte- 
> rise en ce que le substrat carbone mixte. dans un milieu 
synthetique. est constitue de : 

- 90 a 95 X de xylose, et 

- 10 a 5 * de glucose. 

10 Procede selon Tune des revendications 1 a 
5 9 caracterise en ce que les conditions deration sont 

de 0 25 a* 0.45 volume d'air/volume de 1 iquide/minute et 
le s conditions d' agitation sont de 200 a 500 tr/min. 

11 Procede selon Tune des revendications 1 a 
10 caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre selon un 

20 decouplage partiel entre la croissance de la levure et 
la reaction de conversion du xylose en xylitol. 

12 Procede selon Tune des revendications 1 a 
11. caracterise en ce qu* 11 est mis en oeuvre avec un 
apport programme de substrat. 

25 13. Fermenteur industriel pour la mise en oeuvre 

du procede selon Tune des revendications 1 a 12. carac- 
terise en ce qu'il presente un volume de 200 a 10 000 
litres et comprend essentiel lement une cuve mume d'une 
ouverture a la partie superieure, d'un systeme de vidan- 

30 ge a la partie inferieure d' un systeme de rempl issage 
commande par une horloge ou un micro-ordinateur avec 
6 ventuel lement un capteur multistage permettant des 
apports successifs de milieu, d'un systeme de double 
regulation du P H par un acide et une base, d'un systeme 

35 de regulation de la temperature interne, d'un systeme 
d-aeration. d'un systeme d'agitation et d'un dispositif 
de mesure de T oxygen, a T inter ieur de la cuve. 



